多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）是一种克隆性浆细胞肿瘤，主要特征为单克隆免疫球蛋白（Immunoglobulin, Ig）的异常浆细胞在骨髓内恶性增殖，因此判断浆细胞的克隆性对于诊断至关重要。传统诊断主要依据组织学活检、骨髓浆细胞计数及尿M蛋白定量等，对于临床不典型病例的诊断仍有一定困难。克隆性Ig基因重排作为B细胞恶性肿瘤基因标志，被认为是快速诊断B细胞恶性肿瘤的敏感方法[@b1]。在本研究中我们采用PCR片段分析毛细管电泳法（简称毛细管电泳法）对MM患者进行BIOMED-2标准化Ig基因重排检测，探讨Ig基因重排检测对MM的诊断价值。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例：以2009年至2013年在我院就诊的167例MM患者为研究对象，以20例反应性浆细胞增多症（Reactive plasmacytosis，RP）患者作为对照。根据2008年WHO淋巴造血组织肿瘤分类标准进行诊断。

2．DNA提取及鉴定：采集患者骨髓后以枸橼酸钠抗凝，采用淋巴细胞分离液常规分离骨髓单个核细胞。采用DNA提取试剂盒\[天根生化科技（北京）有限公司产品\]提取DNA。采用超微量分光光度计（美国Thermo Scientific公司产品）检测DNA浓度与纯度。检测DNA产物最大片段。

3．PCR引物及扩增：按照基因重排试剂盒（美国Invivoscribe公司产品）说明书进行操作，对患者标本进行IgH V~H~-J~H~、IgH D~H~-J~H~和IgK检测。PCR条件：95 °C预变性7 min, 95 °C 45 s、60 °C 45 s、72 °C 90 s，共35个循环，最后72 °C延伸10 min。

4．采用毛细管电泳法进行基因重排检测：取PCR扩增产物1 µl与10 µl甲酰胺及0.1 µl GeneS-can-500 LIZ（均为美国Applied Biosystems公司产品）混合，经95 °C 2 min热变性，4 °C 5 min后采用3730基因分析仪（美国Applied Biosystems公司产品）进行PCR片段分析，结果判断标准见参考文献[@b1]。琼脂糖电泳法参照文献[@b2]进行。

5．染色体荧光原位杂交（FISH）检测：IgH双色分离探针购于美国Vysis公司，按厂商提供方法进行操作，在ThermoBrite杂交仪（美国Abbott公司产品）进行样本及探针的变性、杂交。通过Isis系统（德国Metasystems公司产品）进行分析判读并摄取图像。每个样本计数500个间期细胞。

6．统计学处理：数据采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。采用四格表*χ*^2^检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．DNA质量检测：样本DNA浓度均大于50 ng/µl，DNA纯度*A*~260~/ *A*~280~为1.8\~1.9。通过检测显示DNA产物完整，无DNA降解或断裂情况。

2．167例MM患者Ig基因重排分析：①167例MM患者中IgH V~H~-J~H~重排阳性者107例（其中IgH V~H~-J~H~ FR1、FR2、FR3阳性者分别为87、80、34例），阴性者60例，两组患者中IgH D~H~-J~H~重排发生率分别为14.0%（15/107）和30.0%（18/60），差异有统计学意义（*P*=0.013）。②167例MM患者中IgK重排阳性者121例（72.4%），其中IgK V~K~-J~K~、V~K~/intronRSS-Kde阳性者分别为91、82例。③IgH V~H~-J~H~、IgH D~H~-J~H~、IgK联合检出率为94.6%（158/167）。

3．免疫分型：167例MM患者中86例进行了免疫分型，其中IgG型44例，IgA型20例，轻链型19例，IgD 3例。存在Ig基因重排阳性的MM患者IgG型多于IgA型及轻链型。IgG、IgA、IgD型MM患者的IgH阳性率与IgK阳性率比较，差异均无统计学意义（*P*值均\>0.05）；轻链型MM患者的IgH阳性率与IgK阳性率比较，差异有统计学意义（*P*=0.019）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 不同免疫分型多发性骨髓瘤患者Ig基因重排阳性检出率比较\[例数（％）\]

  组别     例数   IgH基因重排   IgK基因重排   *P*值
  -------- ------ ------------- ------------- -------
  IgG型    44     37(84.1)      32(72.7)      0.195
  IgA型    20     18(90.0)      13(65.5)      0.127
  轻链型   19     11(57.9)      18(94.7)      0.019
  IgD型    3      2(66.7)       2(66.7)       1.000

4．单克隆与多克隆比较：167例患者IgH重排基因产物分别采用毛细管电泳法和琼脂糖电泳法进行片段分析，琼脂糖电泳法结果显示有9例（5.4%）患者IgH重排克隆性阳性，但毛细管电泳法结果显示则为明显的多克隆重排（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![阳性对照与多发性骨髓瘤（MM）患者标本IgH V~H~-J~H~ FR1片段琼脂糖电泳法（A）与毛细管电泳法（B）结果对比图\
M：Marker；1：阳性标本；2：MM患者标本](cjh-36-11-918-g001){#figure1}

5．Ig基因重排和FISH IgH检测比较：53例MM患者同时进行Ig基因重排检测和FISH IgH检测，两种方法的IgH阳性检出率分别为67.9%（36/53）和49.1%（26/53），差异有统计学意义（*P*=0.049）。在FISH IgH阳性患者中均存在Ig基因重排，其中有5例患者仅存在IgK基因重排。

6．RP患者Ig基因重排分析：对照组RP患者基因重排IgH V~H~-J~H~、IgH D~H~-J~H~和IgK均为阴性。

讨论 {#s3}
====

MM是来源于B细胞系的恶性肿瘤，B细胞来源于骨髓，是人类免疫系统抗体分泌细胞（浆细胞）的祖细胞。在B淋巴细胞发育分化过程中，处于胚系状态的IgH可变区基因（V~H~）、多样区基因（D~H~）、连接区基因（J~H~）均需发生VDJ重排。IgH重排先于Ig轻链重排，首先在前前B细胞（Pro-B-cell）中D~H~-J~H~发生重排，随后在前B细胞（Pre-B-cell）中V~H~连接到DJ~H~上形成V~H~-J~H~重排。由于参与重排基因片段的多样性、重排随机性及重排过程中V~H~-J~H~、D~H~-J~H~连接区核苷酸随机删除和插入导致每个克隆B细胞均有独特的重排方式，其中重排产生的CDRⅢ序列可变性最高，可作为B淋巴细胞克隆基因标志[@b3]。在功能性V~H~-J~H~重排完成后，IgK开始进行重排。随后经历体细胞高突变（Somatic hypermutation, SHM）和类型转换重组（Class switch recombination, CSR）过程，MM患者的浆细胞中Ig基因具有高突变的V~H~区和携带类别转换的IgH基因（IgG或IgA）的特征[@b4]。SHM首选的靶序列是IgH V~H~片段的互补决定区，生发中心的SHM也可以发生在IgH V~H~片段的框架区，若SHM发生在引物结合部位，可影响基因与引物的有效结合，导致PCR扩增失败。在MM样本中V~H~-DJ~H~重排是高突变的，相对于其他B细胞恶性肿瘤有着更高的变异率，平均为9%[@b5]--[@b6]。但不是所有MM患者都表达IGH V~H~-DJ~H~基因重排，有些存在的是IgH D~H~-J~H~重排，其特点是SHM的缺失，因此可以有效避免引物结合原因产生的假阴性结果。我们在本研究中发现，IgH V~H~-J~H~阴性患者中有30.0％存在不完全的IgH D~H~-J~H~重排，与阳性者（14.0%）比较差异有统计学意义（*P*=0.013），所以对于MM患者来说IgH D~H~-J~H~重排不仅增加了克隆性的检出率，也提供了新的监控微小残留病（MRD）的指标[@b7]。

IgK重排开始于前B细胞阶段，首先出现V~K~-J~K~重排，如果片段具有功能性，细胞进入生发中心反应，最终形成IgK型浆细胞；如果是非功能性片段，则需二次重排或形成V~K~-Kde重排[@b7]。相对于IgH重排在SHM时可能出现的妨碍引物退火的情况，IgK重排很少受SHM的影响，可以作为IgH重排重要的互补检测项目[@b8]。在本研究中我们对167例MM患者进行Ig基因重排检测，IgH+IgK的克隆性检出率可高达94.6%，在所有B系肿瘤中处于较高的检出水平。

在分型方面，Ig基因重排阳性的MM患者IgG型总数多于IgA型及轻链型等，其中IgA型MM患者中IgH阳性率高于IgK阳性率，但也许由于样本数少，两者间差异无统计学意义（*P*=0.127），可以通过增加样本数进行更深入研究；轻链型MM患者则以IgK基因重排为主，其与IgH基因重排阳性比较，差异有统计学意义（*P*=0.019）。Ig基因重排可能在不同免疫分型MM患者中存在不同的优势重排片段，结合重排发生的过程，可以增加样本数量并且结合疾病预后进行可能的更精确的疾病分组。

正常淋巴细胞或反应性的浆细胞增多，其Ig基因编码均为多克隆性基因重排，其产物大小不一，电泳后弥漫分布；MM细胞则具有统一形式的重排，片段大小一致，PCR扩增后电泳可见特异条带。相对于普通琼脂糖电泳，基因重排PCR片段分析采用毛细管电泳技术，应用3个或4个荧光染料标记引物，在单管中进行多重PCR反应，生成的PCR产物可精确到1个碱基差，以不同颜色区分不同区间产物的克隆性，可有效地区分单克隆、多克隆和寡克隆，从而排除多克隆产物的干扰，降低假阳性率，对临床鉴别诊断具有重要的意义[@b1]。基因重排检测毛细管电泳法的应用在快速识别IgK重排上尤其明显，采用不同的荧光染料分别标记IgK的Kde和intronRSS引物，经过检测，IgK V~K~-Kde和intronRSS-Kde片段将以不同颜色加以区分，结果判读一目了然。

MM的细胞遗传学改变包括由超倍体和IgH重排组成的原发性改变和13号染色体异常、p53缺失、1q21扩增等继发性改变[@b9]，其中IgH重排是MM遗传学改变的早期事件，与疾病相关，被列为风险评估的关键参考因素[@b10]。Fonseca等[@b11]提出IgH重排是MM发病的第一步，其检测方法中FISH是最有效的检测法，可以检测许多断裂点。然而FISH IgH重排只能用特异性探针检测已知的染色体异常，对于涉及到多种染色体复杂核型异常或未知异常则不能检出，相对于PCR的高灵敏度和快速性仍有不足。在本研究中我们对53例MM患者同时进行了Ig基因重排检测和染色体荧光原位杂交IgH检测，两种方法的IgH阳性检出率差异有统计学意义（67.9％对49.1%，*P*=0.049），如加大样本数差异则有可能进一步增加。在26例FISH IgH阳性的患者虽然均存在Ig基因重排，但有5例患者只存在IgK重排基因，这可能是由于SHM导致的IgH V~H~-J~H~重排引物退火失败引起的假阴性结果。由此看来，BIOMED-2标准化Ig基因重排技术与染色体FISH IgH检测可以相互验证互为补充。

在本研究中我们发现MM患者IgH与IgK的联合检出率为94.6%，RP患者未见克隆性Ig基因重排，由此可见，BIOMED-2标准化Ig基因重排在MM的研究中不仅可以提供具体目标监测肿瘤细胞，其快速敏感的特点对于MM的早期诊断和鉴别诊断也具有重大的指导意义。
